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論 文 内 容 要 旨
【目的】
tRNAの 構成成分 と して,メ チル化 などの修飾 を受 けた修 飾ヌ クレオシ ドが天然 に80種 以上存在す る こ
とが知 られている。 ・ ド
修飾 ヌク レオシ ドは,特 にが ん患者尿 中に多量 に排泄 されるこ とか ら,腫 瘍マーカー としての有用性が
検討 されて きた。 当教室 では,1一 メチル アデ ノシンや シュー ドウリジ ンの尿 中量 の変動 を解析す る ことに
よ り,こ れ らの修飾 ヌク レオシ ドが,白 血病 及び リンパ腫 に対す る腫瘍マー カー と して有用 である ことを
明 らかに してい る。 しか し,tRNA中 での修飾ヌ クレオシ ドの位置が一定でない こと,1つ の修飾 ヌク レオ
シ ドが数種 のtRNAの 分子種 に存在す る ことな どの理 由で,分 子 レベルでの修 飾 ヌク レオシ ドの定量 的解
析 は困難で あった。
一 方
,キ ューオシ ンは,ア スパ ラギ ン,ア スパ ラギ ン酸,チ ロシ ン,ヒ スチ ジ ンを認識 するtRNAの ア
ンチ コ ドンの一文 字 目にのみ局在す るこ とか ら,分 子 レベルでの解 析が可能 な修飾 ヌク レオ シ ドであ る。
これまでに,肺 がん,卵 巣が ん,脳 腫瘍 の組織 において,tRNA中 の キューオシ ン量 が正常 組織 と比較 し
て減少 している ことが示 されてい る。 しか し,tRNA中 のキ ューオシ ン量 と細胞 のがん性 変化 との関連性
については,解 明にはいたってい ない。
キューオシ ンは,tRNAグ アニ ン トラ ンス グリコシラーゼ(TGT)に よ りグアノシ ンの塩基部分 であ る
グアニ ンとキューイ ンが置換す る ことに よ り合成 され る。がん組織 におけ るtRNA中 のキ ューオ シン量が
変動す る原 因の一つ として,TGTに よるキューオシ ン合成能の低下が考 え られているこ とか ら,が ん組織
での キューオ シン量 の変動 に,TGTが 関与 してい る可能性 が示唆 され た。TGTは,サ ブユ ニ ッ トの構成 が
解析 されているほ乳類で は,ダ イマー と して存在 している ことが知 られてい る。 ヒ トのTGTは,60kDa
と40kDa程 度 の大小 二つのサ ブユニ ッ トとして存在す る と考 え られてお り,60kDaの 高分子量 サブユニ
ッ ト(TGT60kDa)は,す で に遺伝子配列が解明 されてい る。TGT60kDaと がん化 との関連性 について
直接解析 した報告 はな く,こ れ までのキューオシンに関する報告か ら推察 して,非 常 に興味深い。そ こで,




当教室で作製 した,抗TGT60kDaモ ノクローナル抗体 を用いてTGT60kDaの 発現 レベル と細胞 のが ん
性変化 について解析 した。本抗体 は,イ ムノブロ ッ トにおい て,組 み換 えTGT60kDaと 用量依存的 に反
応す るこ とが確認 されてお り,TGT60kDaの 免疫学的手法 による解析が可能であ る。
この抗体 を用い て,TGT60kDaの ヒ ト培 養が ん細 胞,が ん組織 と正常組織 におけ る発現 をイムノブロ
ッ ト及 び免疫組織化学的手法 によ り検討 した。 イムノブロ ッ トは,タ ンパ ク をSDS-PAGEで 泳動後,ニ ト
ロセルロース膜 に転写 し,抗TGT60kDa抗 体,ウ サギ抗 マ ウスイムノグロブ リン抗体,Protein-G一 西洋 わ
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さびペルオキ シダーゼ と1頂に反応 させた。'さらに培養細胞 をジオメチル ホルム ア ミ ドで分化誘導 し,TGT
60kDaと 細胞 の分化 との関連性 を検:討した。
【結果 】
① マウス及 びヒ トの正常組織 にお けるTGT60kDaの 発現
マウス及 び ヒ トの正常組織 においてTGT60kDa(マ ウスTGT)の 発現量 を検討 した。抗TGT60kDa
モノ クローナル抗体 は,マ ウスTGTと 交差 反応す る こ とが確 認 され た。各 臓器 にお けるTGT60kDa
(マ ウスTGT)は,臓 器差,個 体差 は見 られ るものの,ほ とん ど全 ての臓器で,TGT60kDaの 発現が確
認 された。
② 白血病細胞株 におけるTGT60kDaの 発i現
分化度 の異 なる リンパ 球系及 び骨髄球系 白血病培養細胞株 でTGT60kDaの 発現 レベ ルを検討 した。
その結果,リ ンパ 球系 白血 病細胞株,骨 髄 球系 白血 病細胞株 とも,健 常 人末梢血 単核球 と比較 して,
TGT60kDaの 発 現 レベ ルは同程度 かそれ以 上であ った。 また,分 化度が低 い とされる細胞株 ほ ど発現
レベルが高い ことが示 された。
③ .大 腸が んにお けるTGT60kDaの 発現
大腸が んの細胞株 と組織 におけ るTGT60kDaの 発現 レベル及び局在性 を検討 した。 その結果,大 腸
が ん細胞株 において,正 常 組織 と比 較 してTGT60kDaの 発現 が高 い ことが示 された。 また,同 一患者
由来 の大腸 がん と正常組織のTGT60kDaの 発 現 レベ ルを検討 した結果,12例 の検 体 中10例 におい て,
が ん組織 では正常組織 よ りもTGT60kDaの 発現 レベ ルが高 い ことが示 された。 さ らに,免 疫組織化学
的手法 を用 い て,大 腸 がん組織 と正常大腸 組織 を比較 した結果,が ん組織 の主 にが ん細 胞 にTGT60
kDaが 局在 してい ることが示 された。
④ 乳 がんにお けるTGT60kDaの 発現
乳が んの細胞株 と組織 におけ るTGT60kDζ の発現 レベル を検討 した。その結果,乳 が ん細胞株 にお
いて も,正 常組織 と比 較 してTGT60kDaの 発現 が高 い ことが示 された。 また,乳 が ん組織 と剖検例 の
正常乳腺組織 におけ るTGT60kDaの 発現 レベ ル を,検 討 した10例 の検体 中7例 にお いて,が ん組織 で
は正常組織 よ りもTGT60kDaの 発現 レベルが高 いこ とが示 された。
⑤ 慢性 関節 リウマチ滑膜組織 におけるTGT60kDaの 発現
慢性 関節 リウマチ患者の滑膜組織 にお けるTGT60kDaの 発現 レベ ルを検討 した。 その結果,強 い炎
症 が惹起 してい る と考 え られ る慢性 関節 リウマチ患者 の滑膜組織 中のTGT60kDaの 発現 レベルは,大
腸 がん細胞株 中で最 も発現 の低 かったCOLO-205と 同程 度であった。
⑥ 大腸が ん細胞 の分化誘導 にともな うTGT60kDaの 発現 の変化
2種 の大腸 がん細胞株 を足場依存性 の回復 を指標 として ジメチルホルムア ミ ドを用い,分 化 を誘導 し,
TGT60kDaの 発現 レベ ルの変化 を検討 した。その結 果,分 化 を誘導 した細胞 では,TGT60kDaの 発 現
レベルが低下す るこ とが確 認 された。
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【考察】
TGT60kDaが 脳 を含 む正常 組織 におい て発現が認 め られ,そ の発現 レベル には個体差 ・臓器差が ある
ことか ら,TGT60kDaが 正常 な細胞 の機能維持 に必 要であるこ とが考 えられる。また,2種 のがん組織 で,
正常組織 と比較 して,TGT60kDaの 発現量が充進 していた。腫瘍 マーカーは,炎 症反応 によ り疑 陽性 を
示 す ものが多 い。強 い炎症が惹起 してい る と考 えられる慢性 関節 リウマチ患者 の滑膜組織 において,TGT
60kDaの 発現 レベルが さほ ど充進 していなかった ことか ら,こ の タンパ クが優 れた腫瘍マー カー とな りう
る ことが明 らかになった。 さらに多 くの症例 や他 のがん組織 に対 して検 討する ことに より,臨 床 での有用
性が 明 らか になると考え られる。
これ までのキ ューオ シンに関す る研究で は,tRNA中 の キューオシ ン量 は,が ん組織 で,正 常組織 と比
較 して低 下 してい ること,ま た悪性度が高 く分化度 が低 いほ ど,tRNA中 のキューオシ ン量 が低 下 してい
る ことが報告 されている。 したが って,キ ユー オシンの合成酵 素であ るTGTも がん組織で は,発 現 レベ
ルが低下 してい ると推 測 され ていた。 しか し,本 研 究 によ り,TGT60kDaは,が ん組織 で発 現 レベルが
充進 している こと,が ん組織 の主 にがん細 胞 に局在 してい るこ と,分 化誘導 に よりTGT60kDa発 現 レベ
ル が低下 す る ことが示 され,TGT60kDaの 発 現量 の増加 がが ん性変化 に関与す る もの と考 え られ る。
TGT60kDaは,脱 ユ ビキチ ン酵 素(DUB)で あるユ ビキチ ン特異 的プロテアーゼ酵 素(UBP)フ ァ ミリ
ー とホモ ロジーがあ り
,UBPの 活性 に必須 とされるHis-BOXやCys-BOXの2つ の相 同性部位 を有す る。
従 って,こ の タンパ クがキューオシ ン合成能以外 に生体 内で,細 胞 の生理変化の維持 に重要 な役 割 を担 っ
てい るこ とも考 え られ る。実 際,最 近TGT60kDaが 脱ユ ビキチ ン活性 を持つ こ とが報告 された。ユ ビキ
チ ンシステム と脱ユ ビキチ ンシス テムは,タ ンパ ク質の分解 を調節す るこ とによ り1細 胞周 期 を制 御 して
い ると考 え られ,が ん抑制遺伝子 で,DNA損 傷 に応 じて細 胞周期 を停止 させ,DNA損 傷 に伴 う遺伝子 の
変異 を防 ぐp53も このシステムに よ り制御 される ことが報告 されている。9UBPの 一つで あるUBPYは,』 発
現量 が低 下す る と細胞がS期 に侵 入 しに くくな ることが報告 されている。 同 じ くUBPで あ るTre-2は,が
ん遺伝 子 と して も知 られてい る。 したがって,TGT60kDaが 脱ユ ビキチ ン様作用 によ り,が ん性増殖や
細胞周期 に関与 してい ることが考 え られ た。 これ らのこ とか ら,本 研究 に よりTGT60kDaの 今後 の研究
の新 たな指針 を見い出す こ とが で きた。す なわち,TGT60kDaと 細胞周期及 びがん性 変化 との具体 的な
関連性 を検討す ることで,こ の タンパ クが,が んの悪性度や進行 度の診 断基準 や細胞周期 に有効 な化学療
法剤 の選択 など,臨 床 に応用 されるこ とが期待 される。
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審 査 結 果 の 要 旨
本研 究は,が ん細胞 における,修 飾核酸の合成酵素であ るtRNA一 グァニ ン トラ ンス グ リコシラーゼのサ
ブユニ ッ ト(TGT60kDa)の 発現 を,イ ム ノブロ ッ ト及 び免疫 組織化 学の手 法 を用 いて検 討す るこ とによ
り,TGT60kDaの 腫瘍 マーカーと しての応用性 を検 討 した ものであ り,以 下の新規知見 を得 た。・
マ ウス及 び ヒ トの正常臓器 中のTGT60kDa量 を,抗TGT60kDaモ ノクローナル抗体 を用 いた イム ノブロ
ッ ト法 に より解析 し,検 討 した多数の臓器で,TGT60kDaの 発現がみ られ ることを見 出 した。
リンパ球系 白血病細胞株,骨 髄球系 白血病細胞株 中のTGT60kDaの 発現量 を検 討 し,い ず れの細胞株 も,
健常 人末梢血単核球 と比較 し,TGT60kDaの 発現 量が同程度 かそれ以上であ ることを明 らか にした。 これ
らの結果 を各培養細胞株 の細胞分化 レベ ル と合 わせて考察 し,分 化度 が低 い とされ る細胞株 ほど発現量が
高 いこ とを示唆 した。
次 に,正 常大腸が んの細胞株 と組織 におけるTGT60kDaの 発現量及 び局在 性 を検 討 し,大 腸 がん細胞株
にお いて,正 常組織 と比較 してTGT60kDaの 発現が高い こ とを示 した。 また,同 一患者由来の大腸 がん と
正常 組織 のTGT60kDaの 発現 量 を検 討 し,12例 の検体 中10例 におい て,が ん組織 で は正常組 織 よ りも
TGT60kDaの 発 現量が高い ことを示 した。 さらに,免 疫 組織化 学的手 法 を用 いて,大 腸 がん組織 と正常 大
腸組織 を比較 した結果,が ん組織の主にが ん細胞 にTGT60kDaが 局在 している ことを明 らか に した。
さらに,乳 がんの細胞株 及び乳がん組織 ににつ いて同様 な検討 を行い,が ん細胞 中のTGT60kDaの 発現
量が正常組織 よ りも高い こ とを明 らかに した。
非がん疾患 として,慢 性関節 リウマチ患者 の滑膜組織 におけるTGT60kDaの 発現 量 を検討 し,強 い炎 症
が惹 起 してい ると考 えられる慢性 関節 ・リウマ チ患者 の滑膜組織 中のTGT60kDaの 発現量 は,大 腸 がん細胞
株 中で最 も発 現の低 か ったCOL(》205と 同程度 である ことを明 らか にした。 この ことか ら,非 が ん疾患 に
おけ るTGT60kDaの 発 現量 は低 い とい う考察 を行 った。
以上,本 研究 は,が ん細胞 においてTGT60kDaの 発現 量が充 進 している ことを示 した初 めての研究 であ
る。 また,本 研究 によ り,TGT60kDaが 新 たな腫瘍マ ーカー として,あ るいは新 たなが ん治療 の標 的物 質
として利用 される可能性が拓 け,臨 床 的な意義 も大 きい。
よって,本 論文 は博 士(薬 学)の 学位論文 として合格 と認 める。
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